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VERTRAG UBER A INTERNATIONALE ZUSA^^ 
VERl KAU UDir ^EBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBE^ 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
4894/OOWO-Ts 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/01674 



■ siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 

WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum fTag/Monataartr; 
15/03/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
13/03/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationals Klassifikation und IPK 
C12N 15/54 




Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser 



BERICHT umfaRt insgesamt 5 Blatter eInschlieBlich dieses Deckblatts. 
^ Au3erde. liegen de. Berlc.t ANLAGEN bei; ^::;S^;S::'^T£:^^ 

Diese Aniagen umtassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung ^. ^ • ^ xotinUait ..nH der 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
07/07/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

15.05.00 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

/Sfl D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

1 J> 1 

Hillenbrand, G 

Tel. Nr. +49 89 2399 8428 , 1 
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PRUFUNGSBERICHT 

nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

-,^33 ursprungliche Fassung 



14/04/2000 mitSchreibenvom 13/04/2000 



Patentanspriiche, Nr.: 

-j.-jg eingegangen am 

Zeichnungen, Blatter: 

^ 3-, ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen tortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 


Anspruche 


1-16 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


1-16 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


1-16 


Nein: 


Anspruche 
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2. Unterlagen und Ei1<larungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angef iihrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

siehe Beiblatt 



PCT/lPEA/409 (Felder 1-VIII, Blatt 2) (Januar 1 
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Relevante Dokumente: 

D1: WO 97 29209 A (HARVARD COLLEGE) 14. August 1997 

D2: US-A-5 466 591 (GELFAND DAVID H ET AL) 14. November 1995 



Zu Punkt V 



Begriindete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit. der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

Neuheit (Artikel 33.2 PCT): 

Im Hinblick auf die oben genannten Dokumente D1-D2 kann dem Gegenstand der 
Anspruche 1-16 die erforderliclie Neuheit zuerkannt werden. 

Das Dokument D1 beschreibt das Einbringen einer Thioredoxin Bindestelle in E.coli 
DNA Polymerase I. jedoch kein Austauschen von Exonuklease Domanen. D1 
beschreibt keine Chimaren. die Polymeraseaktivitat und 3"-Exonukleaseaktivitat 
aufweisen, wobei die Domanen, die diese Aktivitat aufweisen aus unterschiedlichen 
Polymerasen stammen. 

D2 beschreibt bereits Polymerasechimare aus Tma-DNA Polymerase und Taq-DNA 
Polymerase, die z.B. die 5'-3"-Polymerasektivitat von Taq und die 3'-5'- 
Exonukleaseaktivitat von Tma-DNA Polymerase aufweisen (siehe Spalte 14, Absatz 
2). Die in D2 beschriebenen Chimaren entsprechen jedoch nicht im wesentlichen der 
SEQ ID NO: 8, 10 oder 12, da im Gegensatz zu D2 in der vorliegenden Anmeldung 
der Schnitt nicht zwischen den beiden Domanen gesetzt wurde. 



Ertinderische Tatigkeit (Artikel 33.3 PCT): 

Der Gegenstand der An^^nruche 1-16 verfugt auch uber die erforderliche 
ertinderische Tatigkeit da uberraschenderweise gezeigt werden konnte, dal3 die 
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beanspruchten Chimaren thermostabiler sind als die Chimaren von D2, bei denen 
genau zwischen den Domanen geschnitten wurde (siehe das Beispiel 4 in der 
Anmeldung). 

Zu Punkt VI 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Prioritats datum 

AnmeldeNr. Veroffentlichungsdatum Anmeldedatum (zu Recht beansprucht) 

Patent Nr. (Tag/MonaVJahr) (Tag/Monat/Jahr) (Tag/Monat/Jahr) 

EPO 892058 20.01.1999 03.07.1998 09.07.1997 



Zu Punkt vm 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Der nunmehr verwendete neue Ausdruck "im wesentlichen" in den Ansoruchen 1-3 ist 
nicht ausreichend klar und es ist zudem fraglich ob dieser Ausdruck durch die 
ursprungliche Beschreibung gestutzt wird (Einwand unter Artikel 6 PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



14-04-2000 



EP 009901674 



Patentanspruche 4894/OOAVO.Kil 

1 ) Polymerasenchimare zusammengesetzt aus funktionellen Aminosaurefragmenten von mindestens 
zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die funktionellen Aminosaurefragmente in der Poly- 
merasenchimare aktiv sind und, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane von der er- 
sten Polymerase stammt und die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane von der zweiten 
Polymerase stammt und wobei die Aminosauresequenz der Polymerasenchimare im wesentlichen 
der SEQ ID NO: 8 entspricht. 

2) Polymerasenchimare zusammengesetzt aus funktionellen Aminosaurefragmenten von mindestens 
zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die funktionellen Aminosaurefragmente in der Poly- 
merasenchimare aktiv sind und, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane von der er- 
sten Polymerase stammt und die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane von der zweiten 
Polymerase stanmit und wobei die Aminosauresequenz der Polymerasenchimare im wesentlichen 
der SEQ ID NO: 10 entspricht. 

3) Polymerasenchimare zusanmiengesetzt aus funktionellen Aminosaurefragmenten von mindestens 
zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die funktionellen Aminosaurefragmente in der Poly- 
merasenchimare aktiv sind und, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane von der er- 
sten Polymerase stammt und die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane von der zweiten 
Polymerase stammt und wobei die Aminosauresequenz der Polymerasenchimare im wesentlichen 
der SEQ ID NO: 12 entspricht. 

4) Polymerasenchimare gemafi einem der Anspniche 1-3, wobei Chimare zusatzUch RT-Aktivitat 
aufweist. 

5) Polymerasenchimare gemafi einem der Anspniche 1-4, wobei in die Aminosauresequenz der 
Chimare Histin-tag eingebaut wurden. 

6) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1-5. 

7) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ ID NO: 2. 

8) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ ID NO: 4. 
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9) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ ID NO: 6. 

10) Vektor enthalten eine DNA-Sequenz gemafi der Anspruche 6-9. 

11) Transformierte Zelle, die den Vektor gemafi Anspruch 10 enthalt. 

12) Verfahren zur Herstellung der Polymerasenchimaren gemafi einem der Anspruche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Verfehren die folgenden Schritte umfafit: 

- Planung von Varianten mit Hilfe von Aminosauresequenzalignments, von 3D-Modellen oder 
mit Hilfe von experimentell ermittelten 3D-Strukturen 

- gentechnische Herstellimg der Domanenaustauschvarianten 

- Legierung der DNA-Fragmente in Ausgangsvektoren 

- Expression der Chimaren in einem Wirt, der durch DNA-Fragment tragenden Vektoren 
trcinsformiert wurde 

- Aufreinigung der exprimierten Polymerasenchimare 

13) Verwendung der Polymerasenchimaren gemafi einem der Anspruche 1-5 zu PGR. 

14) Verwendimg der Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1-5 zur Sequenzierung von 
DNA-Fragmenten. 

15) Verwendimg der Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1-5 zur RT-PCR ausgehend 
von einem RNA-template. 

16) Kit enthaltend eine Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1-5. 
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